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根 本 朋 幸
肝星細胞 Oiv er stellate cells, LSC) は肝 に お ける 主要な コ ラ ー ゲ ン 産生 細胞 と考えら れ て い る . こ れ に 対 し､ 肝実質細
胞に よ る コ ラ ー ゲ ン 産生 の 生理的お よ び病理 的意義 に つ い て は 未 だ 一 定 の 見解が 得 ら れ て い な い . 著者ら は こ れ まで に, ヒ ト
皮膚線維芽細胞 (CF3 7) や LS Cク ロ ー ン (C FS C･2 G) にお ける α2(Ⅰ)コ ラ ー ゲ ン 遺伝子 短e n e codingfo rthe α2 chain oftype
I c ollage n m ole c ule , C O L IA 2) 転写に必須 な上 流塩基配列を同定す る と とも に , 同配列が ト ラ ン ス フ ォ
ー ミ ン グ成長因子 ベ
ー タ (tr a n sfo r ming gr o wth fa cto rqbeta, T G F- /ヨ) に よ る 転写促進を伝達す るT G F- ノ･9作用領域 汀G F- /ヲーr e SpO n Siv e ele m e nt,
Tb R E)を含 ん で い る こ とを 明ら か に した . 本研究 で は , 肝実 質細胞 お よ び間葉系細胞 に お い て C O LI A2転写 に対する共通 の
調節機構 が存在す るか 否か を明 らか にす るた め に, Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン 塵生性 の ヒ ト肝細胞痛由来細胞株 HuIi7お よ び ラ ッ ト初代
培養肝細胞 を用 い て トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ア ツ セ イ お よ び核 タ ン パ ク D N A結合ア ッ セ イ を行 っ た . ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ア
ッ セ イ の 結果, HuH 7 に おい て は C F37 お よ び C FS C-2 G で認め ら れ た-313か ら一183塩 基間の 強 い エ ン ハ ン サ ー 活性 は 検出 さ れ
なか っ た . HuH 7 お よ び C F37 か ら得 れ た 核 タ ン パ ク 抽出液 を用い て-378 か ら-183塩基を プ ロ ー ブ と し た D Nas eI フ ッ ト プ
リ ン テ ィ ン グア ツ セ イ を行う と , 両者 は 同一→ の タ ン パ ク結 合 パ タ ー ン を 示 し た . しか し な が ら , ゲ ル シ フ トア ッ セ イ で は
T b RE およ び 近接す る負 の シ ス エ レ メ ン ト に結合す る核 タ ン パ ク 複合体 は両細胞間で異 な る 泳動 パ タ ー ン を示 した . さ ら に,
ラ ッ ト初代培養肝細胞 にC O LIA 2 プロ モ ー タ ー 断片 を トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した と こ ろ , HuH 7 と同様に-313 か ら-183塩基間
の エ ン ハ ン サ ー 活性 は欠如 して い た . C F 37 や C FS C-2 G と は異なり, T G F- I? を涼加 して も肝実質細胞 にお け る C O L IA 2転写活
性ほ促進 さ れ なか っ た . これ ら の 結果 よ り, 肝 実質細胞 に お け る C O L IA 2発現 の 相対的低下 お よ びT G F- /?反応性 の 欠如が ,
少な く とも 一 部 に お い て は , ¶ R Eを含む プ ロ モ ー タ ー 領域 に 結合す る核 タ ン パ ク の 細胞特異的修飾に基づく可能性が 示唆 さ
れ た .
鮎 y w o rds C O LIA2,tra nS Cription, TGF- P,prim ary cultu re ofr athepato cyte,1iv er丘br osis
Ⅰ 型コ ラ ー ゲ ン は , 線維肝 にお け る主要 な細胞外基質の 成分
で1,, 2本の α1鎖 と1本 の α 2鎖 よ り構成され る ヘ テ ロ 3量体で
ある Z). コ ラ ー ゲ ン発 現の 調節 は , 肝 にお け る種 々 の 生 理 的 ･
病理的過程 に お い て 重要な働きを演 じ, α 1鎖お よ び α 2鎖 を コ
ー ドす る 遺伝子 , す な わ ち α 1(Ⅰ)コ ラ ー ゲ ン 遺 伝子 (ge n e
C Odingfo rthe alpha l chain oftype I c ollage n m ole c ule,
C O L IA l) と α2 (Ⅰ)コ ラ ー ゲ ン 遺伝子(gene c odingfor the
alpha 2chain oftype I c ollage n m ole cule , COLI A2) の 転写 レ
ベ ル に大きく依存す る2). 肝星細胞(1iv e r stellate c ells, IJS C) は
正常肝お よ び 線維肝 に お い て Ⅰ 型コ ラ ー ゲ ン を 産生 す る主要細
胞 である こ とが 明 らか に さ れ て き て い る が
=l~封
, 実質細胞であ
る肝細胞が肝線維化 の 過程 で Ⅰ 型コ ラ ー ゲ ン 産生 に果 たす意義
に つ い て は, 未 だ 一 致 した 見解が得ら れ て い な い . ラ ッ ト初代
培養肝細胞 に お い て もⅠ 型 コ ラ ー ゲ ン の 産生 が 明 らか と な っ て
い る が
6し8)
, こ の 現 象は 単 に不適当なイ ン ビ トロ の 培養条件 に
対する適応 を示 して い る に 過ぎな い と も考えら れ る . 加え て ,
肝実質紺胞 にお ける コ ラ ー ゲ ン遺伝子発現の 分子生物学的調節
機構 に関 し て は 全く明 らか に さ れ て い な い . こ の 点 の 解明 は肝
線維化過程 の 理解 に役立ち, ひ い て は コ ラ ー ゲ ン 遺伝~7･ 発現 の
抑 制が , 少 なく と も部分的 に肝線維化のI坊止に寄り･す る と考 え
ら れ る.
こ れ まで 皮膚線維芽細胞や伊東細胞 と い っ た 閉業系細胞 に
お い て , C O LI A 2の 転写開始点の_ヒ流
-378 か ら-18 3塩 基閉に転
写 に必須 の プ ロ モ ー タ ー 領域が 同定 さ れ た 洲… . しか も, -313 か
ら-183塩基間 は C O L IA 2発現 にお い て トラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ成
長国子 ベ ー タ (tr a n sfo r ming gro wth fa cto r-beta, T G F- 1り に よ
る 転写促進 を媒介 し
!"
, 著 者 ら は こ の 領域 を T G F- ㌢作用領域
Cr G F. J■ブイ e SpO n Siv6 ele m e nt, Tb R E) と名付けた . T GF- /ヲは ト
ラ ン ス に は た らく普遍的な転写促進因子で ある ス ペ シ フ イ シ テ
ィ プ ロ テ イ ン1(spe cific typrotein l, Spl) とT b R E に結合する
未知 の 核 タ ン パ ク と の 相 互 作用 を 修飾す る こ と に よ り ,
C O LI A 2転写を正 に 調節 して い る!". さ ら に , 未知 の リ プ レ ツ
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A bbreviatio n s: C A r
,
Chlo r amphenic olac etyltra n sftras e;C O LIA land C O LIA 2, gen eS C Odingforthe α1 and α2
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コ ラ ー ゲ ン 遺伝子転写 にお ける細胞特異的調節機構
サ ー タ ン パ ク が T b RE の 直ぐ上 軋 -330 か ら-297塩 基間 に結合
し
"
, C O L IA 2転写 に対 す る 腫瘍壊死 因子ア ル フ ァ の 抑制作用
は, Tb R E およ び こ の シ ス




本研 究で は , 肝実 質細胞に お い て も間菓系細胞と同様 の 転写
調節機構が存在する か 否か を明ら か に す るた め に, ヒ ト肝細胞
痛由来細胞株と ラ ッ ト初代培養肝細胞 を用い て, ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン ア ツ セ イ お よ び 核 タ ン パ ク D N A結合 ア ツ セ イ を行 っ
た .
材料 お よ び方法
Ⅰ . 細胞培養
1 . 使用培養細胞
ヒ ト肝細胞癌由来和胞株 HuH 7
12)
お よ び 初代培養 ヒ ト胎児皮
膚線維芽細胞 C F3 7
" は , 1 0 %胎児仔 血 清(fetal c alfs e ru m,
F CS)(Gibc o h bo ratorie s, GrandIsland, U S A)添加 ダ ル
ベ ッ
コ 変法イ ー グ ル 培地 (Dulbec c o
'
s m odified Eagle
'
s m ediu m,
DM E M) (Gibc oLabor ato rie s)を用い て 37 ℃, 5 % C O2の 存在l
;
で60m m プ ラス チ ッ ク培 養皿 (Co ming Gla ssWo rks, Coming,
U S A) 上 に 培養 し た . HuH 7 に おい て は , C O LI A l お よ び
C O LIA 2より転写 さ れ た m R N A が検出 され る こ とが 既 に明 らか
と な っ て い る
l:～)
. C F3 7 における C O LIA 2転写機構 に つ い て は ,
著者 ら に よ り こ れ まで に 詳細 な検討が な さ れ て きた
=
.
CF S C_2 G は 四塩化炭素誘発 ラ ッ ト硬 変肝由来 の 伊東細胞株
で 1 4}, 1 0 % F C S お よ び非 必 須 ア ミ ノ 酸 (G ibc o B R L,
Gaithe rsbu rg, U S A)添加D ME Mを川 い て培養 し, 初代培養肝
細胞と の 厳密 な比較の ため 同様 に60m mI 型 コ ラ
ー ゲ ン コ ー ト
培養皿 (Co rning Glas sWo rks)を用 い た .
ヒ ト T細 胞性白 血病由来細胞株Ju rkat
1 5)は 1 0 % F C S添加
RP M I 1640(Gibc oB RI) 培地で 37 ℃, 5% C O2の 存在1
丁 で浮遊
培養 し た.
以 上 の 細胞 は , い ずれ も国立金沢病院稲垣豊博 ヒより供与さ
れ た .
2 . ラ ッ ト初代肝細胞培養
ラ ッ ト初代培養肝椰胞 は, 200 ない し300gの ウイ ス タ
ー 系雄
性ラ ッ ト(lりくク レ ア , 東京) を侍用 し, コ ラ ゲ ナ
ー ゼ潅流法1
1i'
の 変法 を川 い て分離 し た. す な わち, 麻 酔薬と し て ネ ン ブ タ
ー
ル (ダイ ナ ポ ッ ト, 人阪)0.1ml/kg を 腹腔内 に投勺
一 し た 後腹部
正中切開し , 下大 静脈 に21 Gカ ニ ュ ー レを刺人 ･ 固定 した ･ 門
脈 本幹を 切 開 し , 3 7 ℃ に加湿 し た リ ン 酸緩衝 生 理 食塩水
(pho sphate-buffe red s alin e, P B S)(pH 7･4) (Gibc oB RU 200ml
を 用 い て 7ml/う■}の 速度 で 前潅流 を行 っ た . 前 潅 流 の 後 に
0.05 % Ⅳ哩 コ ラ ゲ ナ p ゼ (Sigm a, St. l,O uis , U S A), 0.005 %ト
リ プ シ ン イ ン ヒ ビタ ー 1S(Sigm a) お よ び0.00 05 % [塑 D Na s e
I(Sigm a) を孫加 した D M E M 200mlを月∃い て, 同様に37 ℃, 7
ml/ 分の 速度 で潅流 し た. 細胞浮遊液 を, 600叩 m , 4 ℃, 1分間
遠心 し, 上 演を取り除き, D M E M 40ml を加え て細胞 を洗浄 し,
同様 の 操 作 を3回施行 して , 細 胞を回収 した . 得ら れ た 肝細胞
は , 10 % F C S添加D M E M を用い 37 ℃, 5 % C O2の 存在下 で 前
述の 60m m I型 コ ラ ー ゲ ン■コ ー ト培 養皿 上 に培養 した .
Ⅰ . プラ ス ミ ドの構築
C O L IA 2の プロ モ ー タ ー 領域 の 転写開始部位 上流の -3500塩
基か ら +58塩基 にわ た る領域を種 々 の 長 さ に切断 し, その 下流
に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ
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(chlo ra mphenic ol acety1tra n sfer as e, C AT)i% 伝子を連結 した導
入 D N A を作製 した11117). ま た , 陰性 対照 と して pB L C A m
l錆)
, 陽
性対照と して S V 40 プロ モ ー タ ー 領域をpB L C ÅT 3遺伝子 に連祐
し たpSV CAT 3
1 リ)
, 内部対照 と し てS V 40プ ロ モ ー タ ー にル シフ
ェ ラ ー ゼ遺伝子 を連結 した pS V X P lを 馴 ､ た
2(')
. 以上 の プ ラス
ミ ドは, 国立 金沢病院稲垣豊博士 より分与さ れ た .
北 . プラ ス ミ ドの大量調整
上記の プ ラ ス ミ ドで 形質転換 した 大腸菌JM lO9株 (宝酒造 ,
大津)を L B培地 [ト1) プ トン (Difc olabo r ato ry , Detroit,
US A)10g/1, 酵母 エ キ ス (Diftolabo rato ry)5g/1, 塩化ナ トリ ウ
ム 10g/l, 5 N水酸化ナ トリ ウム 0.7ml/1] を用い て37 ℃, 24時
間凝漁培養 した . 培 養終了後6000rpm , 4℃, 10分間の 遠心 に
ょ り集蘭 し た . 菌体 を10mlの 溶 液 Ⅰ [5 0m M グル コ ー ス ,
25m M Tris- H Cl(pH 8.0), 10m M ED T A] に穏や か に懸濁後,
リ ゾ チ ー ム 10m g (Sigm a) を加え, 5分間水中 に静医 した 後,
20mlの 溶液Ⅲ (0.2 N水酸化ナ トリ ウム , 1 % S D S)を加えて穏
や か に撹拝 し水中 に静置 した. 10分後, 1 5mlの 溶液Ⅲ [3 M酢
酸 ナ トリ ウム bH4.6)]を加え撹絆 し, 10分間如l] に静 医した ･
8000rpm , 4℃ , 10分間遠心 し, 上 浦 を濾過 した 後, 0･6倍量の
イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加え15分間室温で静置 した . 8000rpm , 室
温, 15分 間遠心 し , 沈殿を 70 %エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し , 再 び
9 500rpm , 4℃, 10分速心 し乾燥後, 6･75mlの Tris
-E D T AぐrE)
【10m M Tris-H Cl(pH 8.0), 1m M E D
r
rA】に溶解 し, 7･125gの 塩
化 セ シ ウ ム , 20/∠1の 臭化 エ チ ジ ウ ム 溶液 (10mg/ml) を加え ･
オ プ テ ィ シ ー ル チ ュ ー ブ (Optise altube) (ペ ッ ク マ ン ジ ャ パ ン ,
東 京) に注入 し た . ペ ッ ク マ ン タ イ ブ80 Tiア ン グ ル ロ
ー タ ー
(ペ ッ ク マ ン ジ ャ パ ン) を用い , 20 ℃, 55000rpm , 18時間超遠
心 し, プラ ス ミ ドの バ ン ドを21 G針付き注射器で回収 し, さら
に塩化セ シ ウ ム 溶液(塩化セ シ ウ ム 8.33g, T E 7･9ml), 20/jlの
臭化 エ チ ジ ウ ム 溶液を加え, オ プ テ ィ シ
ー ル チ ュ ー ブ に住人 し,
弾圧超遠心 し , プ ラ ス ミ ドを 回収 し た . ブ タ ノ
ー ル 摘 出後
D N Aを エ タ ノ ー ル 沈殿し , 滅菌蒸留水 を用 い て1/∠g//∠1の 濃
度に調製 した .
Ⅳ . トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
1 . リ ン酸カ ル シウ ム 共沈法
難川包は ト リ プ シ ン処理 後, 約1.0 ×1 0
5佃/mlの 密度で37 ℃,
24時 間培養後, Bo astらに よ る リ ン 酸カ ル シ ウム 共沈法を円 い
て 遺伝了増 人 を行 っ た
17}
. す な わち, 種 々 の 長さ の プ ロ モ ー タ
ー 断 片の t､兢 にC A T遺伝ナ を観 み込 ん だ プ ラ ス ミ ド10一′ノg と｢勺
郁対照の pS V X P l l.5/1gを0･25 M塩化カ ル シ ウ ム 250/Ll(こ混合
し た 後, 5 0mlチ ュ ー ブrノっで 1mlピ ペ ッ トを 別い て 泡立 て た
2 50/Llの 2× H E P E S綬衝む 理 食腐水[280m M 塩化ナ トリウ ム ,
50m M HEP ES, 1.5m M l) ン 醸ニ ナ ト1) ウム bH 7.05)] 裾こ摘
卜し , 室温 で3 0分静置 した 後, _1二記培養細胞に加え, 3 7 ℃,
5 %C O2の 存 在一卜で 5時間培養 し た ･ 培 養-1二清 を取り除
い た 後
15 % グリ セロ ー )t/ 涜加 DM E M O.7ml を加え, 105秒間の グ
.)セ
ロ ー ル ▲ シ ョ ッ クを 行 っ た . P B Sで 3回洗浄後, 0.1 % F C S涼
加 D M E M 2.5mlを加え, さ ら に4 8時間培養 した ,
一 部の 実験 で は , グリ セ ロ
ー ル ･ シ ョ ッ ク 彼の C F S C-2 G に
2ng/mlの 濃度 の T G F- P (Collabor ativ eBio m edic alPr odu cts,
Bedf｡ rd, U S A)を添加 し, 48時 間刺激 した ･ 対照の 細 胞は 同
じ時間を未刺激 の まま取り扱 っ た .
2 . リ ボ フ ェ ク シ ョ ン法
初代培餐肝細胞 は, 約1.0× 10
5
個/mlの 密度 で37℃, 30時間
17 2
培養私 1) ポフ ェ ク ナ ン (Gibc oLabo ratorie s) を用 い て 遺伝子
導入を行 っ た2
1)22)
. すな わ ち, C A T遺伝子 を組 み込ん だ プ ラ ス
ミ ド4/1g と 内部村照 の pS V X P l l/L g を Opti M E M(Gibc o
Labo r ato rie s)25 0′" =ニ混合 し, リ ポ フ ェ ク チ ン3 0FLlを Opti
M E M 250/∠=こ加 え室温で 45分静置 した 溶液と混合 した1乳 15
分静置 し, さ ら に Opti M E M 50 0/11を 加え た後 , Opti M E M
2.5ml に置き換えて培養 した 細胞 に加え, 37℃ , 5 %C O2の 存在
下で 4時間培養 した . 培養上 浦 を0.1 % F C S添加 D M E M に置き
携え, さ ら に36時間培養 した . T G F- I9刺激は C F S C-2 G と同様
に行 っ た .
Ⅴ . C A T アッ セ イ
l!})
Ⅳ の ご とく遺伝子導 入 した細胞を T E N[40mM Tris-H Cl(pH
8.0), 150m M 塩化 ナ ト .) ウム , 1m M E D T A]1mlを用 い て 回
収 し た 後 , 3 00 0rpm , 4 ℃, 5分 間遠心 し , 沈殿 に 氷冷 し た
0.25 M Tris-H Cl(pH 8.0) を 50/Ll加え て増枠 し, ド ライ ア イ
ス ･ エ タ ノ ー ル 槽 と37℃恒温稽を用い て , 凍結融解を3固練り
返 し細胞を破壊 し た . 13000rpm , 4℃ , 5分間遠心 し て 得た 上
帝10/L=こ, 1 MTris- H Cl(pH 7.8)25FLl, 4m M ア セ チ ル CoA
(a c etylco en zym eA)(Sigm a)20FLl,
14C一 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル
【D-thr e o-(dichlo r a c etyl-1, 2-
14c)chlo r a mphe nic ol] (DuPo nt,
Califo r nia, U S A)4/11, 蒸留水41/Ll を加え37℃ , 6 0間分イ ン
キ エ ペ ー 卜 した . 酢酸 エ チ ル 500/Jlを加え振過 し , 130 00rpm ,
室温, 5分間遠心 し, 上 層 を 回収 し真空乾燥 させ た 後, 酢酸 エ
チ ル 20/Jlを 加え , シ リ カ ゲ ル 薄 層 プ レ
ー ト (M e r ck,
Dar m stadt, Ge r m a ny) に ス ポ ッ ト し, ク ロ ロ ホ ル ム ･ メ タ ノ
ー ル (19: 1)混合液を溶蝶と して 展開 した . イ メ
ー ジ ア ナ ラ イ
ザ ー B AS lOOO(富士 フ イ ル ム , 東 京)を用 い て ア セ ナ ル 化 され
た ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル の 比率を定量化 し た . 初代培養肝細胞
を用 い た場合 は , 2 0〃1の 細胞抽出液を用い て 同様 の 測定を行
っ た .
Ⅵ . ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ
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ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ は ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ツ セ イ シ ス テ ム
Ou cifbr as e as s ay syste m) (Pr o m ega , M adison, US A) を用 い て
行 っ た . すな わ ち, V の ごと く得 ら れ た細胞抽出液 5一′∠=ニ ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 緩 衝液 2 5/∠1 を加 え, ル ミ ネ ッ セ ン ス リ
ー ダ ー
B L R-301(ア ロ カ, 東 京) を 用い て 60秒間の ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 活
性を測定 した . 初代 培養肝細胞 を用 い た場合 は, 20/∠1の 細胞
抽出液を50/∠1の ル シ フ ェ ラ
ー ゼ綬衝液 に加 え て側室 した ･
Ⅶ . 核 タ ン パ ク抽 出液の調製
核タ ン パ ク抽 出液の 調製 は, Mo r ris ら
2't)の 方法 を改変 し て 行
っ た 2
5)
. す な わ ち, 細胞 を150m m培養 皿10枚 に培養 し, 回収
した 細胞を氷冷 し た P B Sで 3回洗浄 し た後 , 1 500rpm , 5分間
遠心 し, 上 宿 を取 り除き, ホ モ ジ ナ イ ザ ー 緩衝 液 [32 0m M ス
ク ロ ー ス , 10mM Tris- H Cl(pH 8.0), 5m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム ,
1m M ビス (2- ア ミ ノ エ チ ル) エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 四 酢酸(0, 0
'
-




-tetra a C etic a cid)
(和光純#, 大阪), 1m M ス ペ ル ミジ ン(spe r midin e) (和光純薬),
1m M ジ チ オ トレ イ ト ー )L/ (dithiothr eitol, D T T) (和光
純 薬), 0.5m M フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ リ ド
bhe nylm ethyls ulpho nyl flu oride, P M SF) (和光耗薬)]10mlを
加えて懸濁 し た . 3 0 00rpm , 5分 間遠心 し, 上 清を取り除き,
ホ モ ジ ナ イザ 一 線衝 液 10mlを加え懸濁後, ホ モ ジ ナ イ ザ ー
(40ml, W eaton , US A)を用い て ホ モ ジ ナイ ズ した . ホ モ ジ ナイ
ザ ー 横衝液で 3回洗浄後 , 透析硬衝液[20m M H E P E S(pH 7.9),
100m M 塩 化 カ リ ウ ム , 0 ･2m M E D T A, 2 0 % グ1) セ ロ ー ル
,
1m M D T r, 0.5m M PMS F]10ml で数回洗浄 し, 0.1倍量の 4 M
硫酸 ア ンモ ニ ウ ム を加え, 4 ℃ 30分間擬塗 し た後, 37000rpm ,
4 ℃, 4 5分間超遠心 し た. 得ら れ た 上 演1ml に対 し, 0.3gの 硫
酸 ア ン モ ニ ウ ム を加え, 10000rpm , 4 ℃, 10分遠心 し, 得ら れ
た沈殿 を透析積衝液100/∠‖ニ溶 解 し, 核 タ ン パ ク抽出液を調製
し た. タ ン パ ク 濃 度の 測定 は , Bradford法
2` ;)を用 い て行 っ た .
JⅧ. D Na s el フッ トプリ ン テ ィ ン グア ッ セ イ 町珂
D N A プロ ー ブ と し て , C O LI A 2の 転 写開始部位 の 上流-378
か ら-1 83塩基断片 を用 い た . DNA の 末端標識 は , D NA プ ラス
ミ ド20ng, 50mM Tris-H Cl(pH 7.6), 10m M 塩 化 マ グネシ ウ ム ,
5m M D T r, 0.1m M ス ペ ル ミ ジ ン , 0.1mM E D T A, 100/LCiγ
こi2p-
ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 (ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン , 東京), 2 0単位
T 4 ポ リヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ (Sigm a) を含む反応液50/Jl を
3 7℃, 1時 間反応 して 行 い , ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気泳動
に より標識 D N A を分離精製 した .
20〃gの 核 タ ン パ ク に1 0× 結 合緩衝液 [40 %グ リ セ ロ ー ル ,
10mM E D T A, 20m M D T T, 10m M T ris-H Cl(pH 7.5)] 2.5/Ll,
80mM 塩化 ナ トl) ウム , 1FLg ポ リdI-d C(Sigm a)を加えた 反応
液24
,
{Llを5分間氷上 に 静置 した 後 , 1/Llの
:一2p末端標識 D N A
プ ロ ー ブ (比活性1 00 00cpm/〃l) を加えて , さ ら に30分間氷上
で 静置 し た . そ の 後, 0.5単位//J=ニ調製 し た D Na seI(ベ
ー 1)
ン ガ ー マ ン ハ イ ム 山之内, 束京) と25× 塩化 マ グネ シ ウ ム ･ 塩
化 カ ル シ ウ ム 溶液(125m M 塩化 マ グネ シ ウ ム , 62.5m M 塩化カ
ル シ ウ ム) 1〃lを加え て撹拝後 , 室 温 で 1分間反応 さ せ た .
0.5m M E D T A 3FLl を加えて 反応を中止後, 3M オ キサ ル 酢酸ナ
ト1) ウム 33/Ll, 1FL g/〃1tR N A(Sigm a)2-ulお よ び 滅菌恭留水
2 70/∠1を加え, エ タ ノ
ー ル 沈殿後, 滅菌蒸留水 に溶解 し, 80 %
ホ ル ム ア ミ ドの 存 在下 に 熱変性 さ せ た 後 , 7 M尿素含有5 % ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動を行 っ た . そ の 後ゲ ル を乾燥 し,
オ ー トラ ジオ グラ フ イ 一 に 供 し た.
Ⅸ . ゲ ル シ フ トア ッ セ イ
日脚
D N A プロ ー ブ と し て , C O LI A 2の プ ロ モ
ー タ ー 領域の 一330
か ら-297塩基間(ボ ッ ク ス 5A), -313 か ら-2 86塩基間(ボ ッ ク ス
3 A) お よ び-313 か ら-255塩 基間(ボ ッ ク ス 3A+B) を そ れ ぞ れ 川
い
, 上 記と 同様 の 方法 で
=～コ
P末端標識 し た.
5/ノ gの 枝 光自 に10× 結 合緩衝液2.5′"1, 80m M 塩 化ナ トリ
ウ ム , 3/Lg ポ
1) dI-d Cを加え た反応液24/1 を5分 間氷 卜に静
置し, 1/1 の
:一2p末端標識 D N A プロ ー ブ (比活性10000cpm/,′∠1)
を 加えて , さ ら に30分間氷上 で 静置後 , 5 % ポ リア ク リ ル ア ミ
ドゲ ル 電気泳動 し, オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ 一 に よ り解析を行 っ
た .
X . 統計処理
統計学的数値 は平均 ± 標準偏差で表 し た. 各群開で の 総計的
有意差の 検定は Stude nt tテ ス トも しくは Ma n n巧打1itn ey U テス
トを用い て 行い , p< 0.05を有意差あり と した .
成 績
Ⅰ. ヒ ト肝細胞癌由来細胞様 に お け る C O L I A 2プロ モ
ー タ
ー 断片の 転写誘導活性
肝実質細胞 に お け るC O LI A2 プロ モ ー タ ー 領域の エ ン ハ ン サ
ー 活性を明ら か にす る た め , CO LI A 2 プロ モ
ー タ ー 領域を上 流
より削 っ た種々 の DN A断片 を C A T遺伝子 に連結 し, Ⅰ 型 コ ラ
ー ゲ ン を 産生 す る ヒ ト肝細胞痛由来細胞株 H 厄H 7 に ト ラン ス フ
コ ラ ー ゲ ン 遺伝子転写 に お け る細胞特異的調節機構
ェ ク シ ョ ン を行 っ た . EuH 7で は , S V 40 プロ モ
ー タ ー を有す る
psv c A T
3 プ ラス ミ ドの C A T活性 を 1 00 と して 比較 し た 場
合, -3.5C O LI A 2 プロ モ
ー タ ー 断片 の 転 写活性 は3･60 % と低値
であ っ た (阿1). ま た, -3500 か ら-772塩基間の 欠実は BuH 7 に
ぉける C O LIA 2転写を低下 させ , さ ら に-378まで 削 っ た 断片で
はそ の 転写活性 の 低下 は 回復 した (図 1)･
一 方, -378 か ら-1 83
塩基間 の 欠失 は C O L I A 2の 転 写 に 影響を与えず ･ -3 78断
･ 謂 00 -7 72 -37 8･313 ･1 旧
-1 08 P N
B
･3 500 刑 お 1 8gJ = 如上 X1 5 什柑 l
5 1 0
C A Ta ctivity(%)
Fig. 1. Fu n ction alm ap plng Ofthe upstre a m sequ e n c e e sS e
ntial
fo rC O L I A 2tr a n s c riptio nin a ty pe I c ollage n
-prOdu cing
hepato m ac ell lin e･ Diffe re ntlengths of C O LI A
2 upstre a m
s equ e n c ewhich hadthe sa m e3
,
e nd, +58r elativ eto the
tra n scriptio n sta rt site, W er elinked to the ch
r ola mphe nic ol
a c etyltr a n sfe ra s e(C A T) r epo rte rge n e, andthe e n zym e
activity w a sdete r min edaftertra n sfe ctio nin
to HuH 7c ells･ In
pa n el A is sho w n a r epre se ntativ eC A Ta s
say 丘1m ･ On the top
ofpa n el B isthe re strictio n m ap oft
he -3･5 kilobas eC O L IA2
pro m ote r with relativ epo sitio n s of Bo x5A,Bo x3Aa nd Bo
x B･
Activity ofe ach c o n str u ct w a s n or m aliz ed again st the
c o-
tra n sfe cted S V40e arly pr o m ote r-driv e nlu cife ra s e c on stru Ct,
ps v x p l. The v alu e s a r e m ea n± S Dobtain e
d fro mfiv e
indepe ndent te sts a nd expre s s ed r elativ eto that o
fa nS V 40
ea rly pr o m ote r
-driv e nC AT pla s mid･ PSV C A T 3(P)･ A,
acetylated; N A, n O n
- a C etylated chlo r a mphe nicol･ N･ n egativ e
c o ntrol(pB LC A T3).
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片 , -3 13断片, 一183断片の C A T晒性 に は 差異 を認め な か っ た
(回1). -10 8断片は , 陰性対照の pB LC AT 3を トラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン した 場合と同様に1 % 以 下の 低 い プ ロ モ
ー タ ー 活性 しか 示
さ なか っ た (図1).
¶ . ヒ ト肝細胞癌由来細胞様に存在する核転写因子の性状
1 . 核タ ン パ ク結合部位

























Fig. 2. D Na seI footprinting an alyse
s ofthe -378to -183r egio n
of C O L IA 2upstr e a m s equ e n c ein c ubated with
C F 37a nd
HuH 7n ucle a r e xtr a cts. Labeled D N A fr agm e ntin c ubated
either witho ut(Fr e e)o rwith n u cle ar e xtr a cts pr epar ed fr o m
c F37｡ rHuH 7c e11s w e re s ubje ctedto D Na se I dige stio n and
s ubs equ e ntde n atu r ed polya cryla mide g
el ele ctropho re si ･
The G s equ e n cingrea ctio nis sho w nintheleftla n e(M)･ T he
tw oprote cted r egion s ar eindicated by ope nbo x e s with
the
n u cle otidepo sition s attheirbo u ndarie s･
174
A





Fig･3･ Gel m obilibT Shiftan alyse s ofthe Bo x5Ar a nd Bo x3A-bo u ndn u cle a rfacto rs. In pa n el A, n u Cle ar e xtra cts prepar ed 丘･O mdiffe re nt
C ellular s o u r c e s w e r ein cubated withthe Bo x5 Apr obein the abs e n c e(-) o rpre s e n c e(+) of lOO-foldm ola r e x c e s s ofu nlabeled
ho m ologo u s oligo n u cle otide . In pa n el B, the s a m e n u cle ar e xtra cts w e reinc ubated withthe Bo x3 Apr obe. On the side s ofthe
a utor adiogra m s a re sho wnthepr otein c o mplex e s c o rr e spo ndingtoSpla ndu nkno w n n u cle arfa cto r(s)bo u ndtothe Bo x5 As equ e n c e.
B ･bo u nd
fa cto r($)
Fig. 4. Gel m obility shifta n alys e s ofthe m ultim e ric pr otein
COmPlexbo u ndtothe3A+Br egio n. Nu cle a r e xtr a ctsprepar ed
fr o mC F 37 hu m a n skin fibrobla sts (1eftla n e) and the tw o
different pr epa rations of HtlH 7n u cle a r e xtr acts(middle a nd
rightla n e s) w e r ein cubated withthe e nd-1abeled 3 A十B
放agm e nt. On the side s of the a uto radiogram ar e Sho wn the
PrOtein c o mple x es c or re spo ndingtoSpla nd u nkn0 wn n u Cle ar
･fa cto r(s)bo u ndtothe BoxB s equ en c e.
の 相互 作用 を検出す る た め に , 同領域を プ ロ ー ブ と して D Nase
I フ ッ トプ リ ン テ ィ ン グ ア ッ セ イ を 行 っ た . 対照 と し て C F 37
核 タ ン パ ク抽 出液を用い た . D Na s eI で消 化さ れ た D N A断片
の ゲ ル 電気泳動 パ タ ー ン は, HuH 7 と C F 37 とで 差 異 を認 め な
か っ た (図2). す な わち, C O LI A2 プロ モ ー タ ー の -330 か ら-286
塩 基間 (ボ ッ ク ス A) に は 強 い タ ン パ ク 結 合領域 が 同 定 さ
れ , -271か ら-255塩 基間(ボ ッ ク ス B) に も弱い タ ン パ ク結 合が
認 めら れ た (岡2).
2 . 核タ ン パ ク の 性状
EuH 7 を用 い た プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 解析 で は , 上述 の 如
く一37 8 か ら-183塩 基間 に エ ン ハ ン サ ー 清 仲な ら び に リ プ レ ッ サ
ー 活性 が 見㌔･lうせ な かっ た た め , ボ ッ ク ス 5A, ボ ッ ク ス 3A な ら
び に ボ ッ ク ス 3A+B を プロ ー ブ と して , ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ に
よ り結合タ ン パ ク の 解析 を行 っ た .
HuH 7 か ら得ら れ た 核 タ ン パ ク紬Ⅲ液 と5A プロ ー ブ と の ゲ ル
シ フ トパ タ ー ン は , C F3 7を用い て 得 ら れ た パ タ ー ン と 異な っ
て おり (図3 A), ⅢuH 7 と C F3 7 で は, 異 な る 核転写国子もしく
は異な る 修飾を受 け た タ ン パ ク 複合体 が そ れ ぞ れ ボ ッ ク ス 5A
に結合 して い る こ と が 示唆 さ れ た. さ ら に, コ ラ ー ゲ ン 非産生
性 のJu rkatか ら 得 ら れ た 核タ ン パ ク は HuH 7 お よ び C F 37の い
ず れ と も異 な る ゲ ル シ フ トパ タ ー ン を 示 し た (図3A). 末標識
5Aを100倍量加える と, す べ て の 細胞 で核 タ ン パ ク と の 結 合が
抑制 さ れ (国3A), 5Aの 塩 基配列 と核 タ ン パ ク と の 結合 の 特異
性が示され た .
次 に , ボ ッ ク ス 3A をプ ロ ー ブ と し た ゲ ル シ フ ト パ タ ー ン は
C F 37, HuH 7 お よ びJu rkatと も共通 の 泳動 パ タ ー ン を示 した
コ ラ ー ゲ ン 遺伝子転写に お ける細胞特異的調節横棒
(図3B)･ 末標識3Aの 過剰 の 添加 で タ ン
パ ク と の 結合は 5A同様
に抑制 され た .
さ ら に , 3 A+B プ ロ
ー ブ を月]い て の 検討 で は , BuH 7お よ び
c F 37か ら得 ら れ た 核タ ン パ ク は Spl に相当す る 共通の 泳動 パ
タ け ン を 示 した が , ボ ッ ク ス B結合 タ ン パ ク の ゲ ル シ フ トパ タ
_ ン に は 差異が み られ た (図4). 同様 の 結果 は , 複数回精製 し
た HuE 7核 タ ン パ ク抽 出液 を用 い て も得 ら れ た た め (固4),
mⅢ7 で検出さ れ たタ ン パ ク複 合体が CF37 に存在する ボ ッ ク ス B
結合タ ン パ ク の 部分的分解の 表れ で ある可能性 は否定的と考えら
れた.
】II. ラ ッ ト初 代培養肝細胞 に お け る C O L 1 2 A転写調節 と
T G Iγ一 βに 対する反応性
HuⅢ7 に み られた C O L IA 2の 転写調節機構が , 肝実 質細胞に
.378 -31 3 -18 3 P N
T G F･β (-) (･) (-) (+) (-) (+)
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普遍的 なも の で あ る か, 癌化 に伴う2次的 な変化である か を明
らか にす る ため に, ラ ッ ト初代培養肝細胞を 剛 -て C O L1 2A転
写調節 と T G F- 1ヲに 対す る 反応性 を I,S C クロ
ー ン で ある CFS C-
2 Gと 比較検討 し た. ヒ ト肝細胞癌由来細胞株BuH 7で 得 られ
た結果と同様 に, ラ ッ ト初代培養肝細胞 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン した 場合, -378 C O LIA 2プ ロ モ ー タ ー 断片は1.74 %, -313断
片は 1.76 %, -183断片 は2.2 7 % と, い ず れも低い C A T活性 を示
す と と も に, 3者 間の C A T活性 に差異を認 めなか っ た (図5)･
こ れ に 対 して 同様 に Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト培養皿 で培養 し た
C FS C-2Gで は , -378断片お よ び-31 3断片は･183断片に比 べ 高 い
C A T括性 を示 した (図6).
T GF- Jヲを2ng/mlの 過度で培養液に加え た と こ ろ ･ C F S C
-2 G
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タ 一 断片の CAT活性 の 有意な増加を認 め た (図6) の に対 して ,
初代培養肝細胞 で は , C AT活性 の 増加 は認 め ら れ な か っ た
(回5). -183 C O LI A 2 プロ モ ー タ ー 断片は , 初代培養肝細胞お
よ び C FS C-2 Gい ずれ に お い て もT G F- J? に 対 して 反応 を示 さな
か っ た (図5, 6).
考 察
近年の 研究 に よ り, L S C が線維肝 に お ける Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン の
主 要産生細胞 であ る こ と5)27)2引 , ま た T G F- ′ヲ が肝 の 線維化過程
に お けるⅠ5 Cの コ ラ ー ゲ ン 遺伝子発現 に重要な役割を演 じて い
る こ と 洲
ト 3 封
が 次第 に 明 らか とな っ て きた . こ れ に対 して , 実質
細胞 である肝細胞 に よ る コ ラ ー ゲ ン 産生の 生 理的お よ び 病理 的
意義 に つ い て は, 必 ず しも 一 致 した 見解 が得ら れ て い な い =-:i)
初期 の 研 究で は , 初代培養肝細胞が Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン を産生す る
と 言わ れ て い た 6卜
8)
. しか し なが ら , こ の 所見 は コ ラ ー ゲ ン 産
生が 肝実質細胞 に混 入 し た わず かなⅠ5 C に由来す る可 能性 瑚 に
加 え, 不適当な イ ン ビ ト ロ の 培 養条件に適合する た め の 項象 に
過ぎない の か もしれ な い .
イ ン ビト ロ ラ ベ リ ン グ法 を用い た 以 前の 検討 によ れ ば , 正 常
肝お よ び線維肝 にお ける 新生 コ ラ ー ゲ ン の 大部分は肝実質細胞
由来 で ある と され て い た:瑚36). しか しな が ら , 最近 の 改 良 され
た 方法で は, こ の こ と は否定さ れ , む しろⅠ5 C に由来す る こ と
が 示され て い る:17). さ ら に , 近年の 分子生物学的手法の 発達 に
よ り局所で の コ ラ ー ゲ ン 遺伝子発現を検出す る こ とが 可 能 に な
っ た . 正常お よ び線維化肝組織 にお け る コ ラ ー ゲ ン 遺伝子転写
産物が主 に同乗系細胞 に検出さ れ , 肝実質細胞で は ほと ん ど検
出 され な い か 検出 さ れ て も極め て わ ずか で あ る こ とが 一 連 の 実
験 で 明 ら か に さ れ た 5) 即 月 別: 期. 最 近 で は , C O L I A ldU)お よ び
C O LIA 2(稲垣 ら, 投稿 中) の プロ モ ー タ ー 遺伝子 を組み 込 ん だ
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に四塩化炭素を投与 した 肝線椎化 モ
デ ル で , 間莱系細胞 に の み トラ ン ス ジ ー ン の 発現 を認め , 肝実
質細胞 には 認め られ なか っ た こ とが 報告 され て い る.
こ れ まで 著者 ら は, C O LIA 2の 基礎転写 に必須 で , T G F- 1? に
よ る遺伝子発現 の 促進 にも重要な上流領域を, 間乗系細胞 であ
る皮膚線維芽細胞～りお よ び LS Clt■)を月巨 ､て 同定 した . しか し な
が ら, 肝実質細胞 における コ ラ ー ゲ ン 遺伝子発現の 分子 生物学
的調節機構 は, 全く解明 され て い なか っ た . 本研究 は, 肝 実質
細胞 と間菓系細胞 に お け る Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン 遺伝子の 発現 の 相違
を規定す る調節機構を明ら か にす る こ とを目 的 に行わ れ た.
初め に , ヒ ト肝細胞癌由来細胞株 HuH 7 に おける C O L IA 2転
写を解析 し た. HuH 7 は C O LIA 2m R N Aを発現する が , そ の 発
現量 は ヒ ト皮膚線維芽細胞 に比 べ 極め て 少ない こ とが 示 さ れ て
い る
1=t)
. 初代培養 ヒ ト皮膚線維芽細胞 を用い た C A Tア ツ セ イ の
結果17)と は異 なり , -3.5COLIA 2/CA Tの 転写活性 はS V 40 プロ モ
ー タ ー 連結 C A T プ ラス ミ ドの 活性の 4% 以 下と 低値 であ っ た .
C O L I A 2 プロ モ ー タ ー の -313 か ら+58塩基間の 領域 は , 初代培
養 ヒ ト皮膚線維芽細胞9) 11)Ⅰ5 Cl q)と い っ た 間葉系細胞に お ける
C O L IA 2転写 に必須であり, 高 い エ ン ハ ンサ ー 活性 を有す る こ
と が示 さ れ て い る. こ の うち-3 13 か ら一183塩基間を欠損す る と ,
こ れ ら 閉業系細胞 に お け る C O LI A 2転写活性 は著明 に低下す
る
9)､ 11)
. C O LI A 2の 上 流領域を種 々 の 長さ に 切断 し た･一 連 の
C A T遺伝子連結 プ ラ ス ミ ドを用 い て検討 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン ア ツ セ イ の結果, HuH7に お い て は-313 か ら-183塩基間の
強 い エ ン ハ ンサ ー 活性 が 欠如 して お り, 間葉系細胞を用 い て得
られ た 結果 と は明 ら か に異なるもの で あ っ た . さ ら に 問葉系細
胞 に み ら れ た リ プ レ ッ サ ー の 結 合 部位 … ), す な わ ち-3 78 か
ら-31 3塩基間を欠失 し て も, HuH 7細胞 に お け る C O LI A2の 転
写晴性に は 変化を認め なか っ た .
次い で , こ れ ら HuH 7 における C O L IA 2 プロ モ ー タ ー 活性測
定 の 結果が , 単に 肝細胞 の 癌化 に伴う2次的な現象を示 して い
る可 能性を否定す る た め に , ラ ッ ト初代培養肝細胞を用 い て同
様 に C O L I A 2転写 を 解析 し た . ラ ッ ト 初代培 養肝細胞 へ
C O L I A 2 プロ モ ー タ ー 断 片を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した と こ
ろ , Huf叩 で得 ら れ た 結果 と → 致 し て-313 か ら-183塩基間の エ
ン ハ ン サ ー 活性 お よ び一犯0 か ら-297塩基間の リ プ レ ッ サ ー 活性
が 欠如 して い た . さ ら に重要な こ と は, 間葉系細胞 と は 異なり,
肝実 質細胞で は T G F- β添加 に よ る C O L IA 2転写 の 促進を認め
なか っ た . 今 回の 実験 に供 した 初代培養 にお ける肝実質細胞の
比率 は9 5 %以 上 で あ る が , それ で も混 入 し た 少数の LS C が
T G F･ノラ に反応する可能性も考慮す べ きで あ る. Ⅰ5 Cの 混入 は肝
細胞を用 い た 実験結果を過小評価す る 可 能性 が考え ら れ るが ,
そ れ に もか か わ ら ず, 初代培養細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ンさ
れ た C O LI A 2 プロ モ ー タ ー 断片 は T G F-/? に反応を示 さなか っ
た . した が っ て , 肝 実質細胞 と閉幕系細胞 で は C O LI A2転写機
構 の 調節 は異な っ て い るも の と考えら れ た .
以 上 の COL IA2 プロ モ ー タ ー 領域の 転写活性 の 解析と並行 し
て , 各種細胞 の 核 タ ン パ ク 抽出液を用 い て, C O L IA 2 プロ モ ー
タ ー 領域 に結合す る タ ン パ ク の 性状 に つ い て 検討 し た . C F 37
の 核 タ ン パ ク抽 出物を用 い た詳細な検討 によ り, ボ ッ ク ス A は
さ ら に 2 つ の 互 い に 重複す る 亜 領域 , ボ ッ ク ス 5 A(-3 3 0 か
ら-297塩 基間) と ボ ッ ク ス 3A(-313 か ら-286塩基間) か ら構成さ
れ る こ とが 明 ら か に され て い る 机 . c F 37 に おい て は , ボ ッ ク ス
5 A は未知の リ プ レ ッ サ ー タ ン パ ク 結合部位で あり , ･一 方, ボ
ッ ク ス 3 A は普遍的 な核転写因子 であ るSpl と結合す る こ と が
示さ れ だり . さ ら に, 未知 の 核転写因子が ボ ッ ク ス B に結合 し,
Spl との 相互 作用 に よ り, C O LI A2遺伝子発現 にお ける 基礎転
写と T G F- ′ヲ に よ る転写促進 の 媒介に重要であ る こ とが 見い だ
さ れ て い る
さり
. D Na s eI フ ッ ト プリ ン テ ィ ン グ ア ツ セ イ に お い
て , ⅢuH 7 お よ び C F 37の 核 タ ン パ ク抽 出液は-378 か ら-183塩基
間で同様 の タ ン パ ク 結合 バ ク ← ン示 し た . …･ ガ, ゲ ル シ フ トア
ツ セ イで は, ボ ッ ク ス 3 A に結合する タ ン パ ク 複合体は , C F 37,
HuH 7 お よ びJu rkatと も共通で , Spl との 結 合を示 し て い る も
の と 考えら れ た " の に 対 して , ボ ッ ク ス 5 A お よ びボッ ク ス B に
結合する タ ン パ ク 複合体 は い ず れ も異 な る 泳動 パ タ ー ン をホ し
た . しか も, ヒ トT細胞性白血病由来細胞株 か ら の 核タ ン パ ク
抽出液と 5A プロ ー ブ との 結 合パ タ ー ン は ⅢuIi7 お よ び C F 37の
い ずれ と も異 な っ て い た . こ の ボ ッ ク ス 5A結合タ ン パ ク 複合
体ほ , 組 織も しく は細胞種特異性を示す こ と が 明 らか と な っ て
お り1(I), 各種 ヒ ト細胞 を用 い た 本研究 に お い て も ボ ッ ク ス 5 A
結合タ ン パ ク の 細胞特異性 が明 らか と な っ た .
以 上 より , ボ ッ ク ス 5A お よ び ボッ ク ス B結 合タ ン パ ク の 細
胞特異的修飾 が こ れ ら の 領域 に 存在する リ プ レ ッ サ ー 活性や エ
ン ハ ン サ ー 活性を不括化 し, 実 質細胞 と間葉系細胞 にお けるⅠ
型 コ ラ ー ゲ ン 遺伝子 の 発現 の 差異の 一 因に な っ て い る可 能性が
考えら れ た .
結 論












コ ラ ー ゲ ン 遺伝子転写 にお ける細胞特異的調節機構
を用 い て , プ ロ α2(Ⅰ)コ ラ ー ゲ ン 遺伝子 の 転写調節機構 を解
析し, 以 下 の 結論を得た ･
1 . C O LIA 2の プ ロ モ
ー タ ー 領域 を種 々 の 長さ に切 断 しC A T
遺伝子 に連結 し た プ ラ ス ミ ドを ヒ ト肝細胞痛由来細胞株 Hu 耶
に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した結果, -37 8か ら
一183塩 基間の エ ン
ハ ン サ ー 活性 や-330 か ら-297領域 に局在する リ プ レ ツ サ
ー 晴性
は認め られ なか っ た .
2 . HuE 7 お よ びヒ ト胎児皮膚由来線維芽細胞C F37か ら得
られ た 核 タ ン パ ク 抽 出液 を用 い た ゲ ル シ フ トア ツ セ イで は ,
Tb RE お よ び その 近傍 の 負の シ ス エ レ メ ン ト に結合す る タ ン パ
ク複合体は い ずれ も異な る泳動 パ タ
ー ン を示 し た･
3 . ラ ッ ト初代培養肝細胞 にC O LI A2上 流領域 を ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン した 結果, -313 か ら-183塩 基間の エ ン ハ ン サ
ー 活性
が 欠如 し , T G F- ′ヲ刺 激に 対す る転写活性 の 克進も認 め られ な
か っ た .
以 上 の 実験結果か ら , 肝実 質細胞 と間葉系細胞 に お い て は
c o LI A2の 分子生 物学的な転写調節機構 が異なる こ と , また 肝
実質椰月包にお ける C OLI A 2の 発現 の 相対的低下 とT G F
-
j? に対
する 反 応性 の 欠如が , 少 なく と も一一 部 に は , Tb R E を含む プ ロ
モ ー タ ー 領域 に結合す る核 タ ン パ ク の 細 胞特異的修飾 に基づく
可能性 が考えら れ た.
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w hile iv e r stellate c ells(L S C) a re c o nsider ed tobe the major s o urc e of c o11agen in fibrotic live r, Physiopat
hological
slgnific a n ce ofc ollagen pr
odu ction by pa re nchym al hepatocytes
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echanism s controI
coL I A 2tran sc nptlOnin bothpa re n chym aland m e se nc
hym alce11s, Celltransf
ection a nd D NAbindingass ays werepe rfo r med
using a co11age n
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re nchym al hepato cytes･ A ltogether･ these
re s ultsindicatedthat relativ elylo wlev els of
c o L I A 2e xpr e ssio n and lo s of
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